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Cyclin dependent kinase inhibitor による神経前駆細胞の
分化誘導と脳形成







progenitor cell，NPC ）から分裂し産生される．NPC は時期に応じて神経細胞，続いてグリア
細胞へ分化し，最終的な脳の構造が完成する．NPC から分化する細胞運命の決定には，細胞分
裂を中止して分化を始める機構が必要であり，その中でも Cyclin dependent kinase inhibitors
（ CKIs ）の働きが注目されている．今回我々はこの CKIs のひとつである p18 遺伝子を用いて
胎児マウス脳の発生に与える影響を解析した．
　方法としては胎生 13～17 日目（ E13 - 17 ）のマウス胎児脳に p18 遺伝子を子宮内エレクトロ
ポレーション法によって強制発現させ，その後に脳組織内での分布を観察した．また Cre-LoxP を
用いた蛍光蛋白発現システムで個々の細胞形態の立体再構築を行った．
　その結果，p18 遺伝子発現群は コントロール群に比べて多く脳室面側に留まり，特に E14, 15 
において顕著に認められた．更に遺伝子導入した細胞において分化後の形態を観察したところ，生
後脳において p18 遺伝子発現群ではアストロサイトの形態をした細胞が増えており，免疫組織学





























経前駆細胞（ Neural progenitor cell, NPC ）から 













生 11～12 日頃 ）には NPC から直接，非対称
分裂によって神経細胞が産生され始め（ Direct 
neurogenesis )，胎生中期である胎生 13 日目を
ピークに，Deep layer（ Ⅴ，Ⅵ層 ）が形成され
る．中期以降は対称分裂によって Intermediate 
progenitor cell（ IPC = Basal progenitor ）を介し
た神経細胞の産生が主となり，胎生後期（ 胎
生 15 日 以 降 ） か ら Upper layer（ Ⅱ / Ⅲ，
Ⅳ 層 ）が構築され，6 層構造が完成する4）．
　一方でアストロサイト，オリゴデンドロサイ









するとされる5）．細胞分裂周期の進行は cyclin / 
cyclin-dependent kinase（ CDK ）によってなさ





えられる．CKIs には大きく分けて INK4 ファ
ミリーと Cip / Kip ファミリーの2種類が存在
する8）．Cip / Kip ファミリーには P21，P27，
P57 タンパクといった種類が存在し，これらは
多様な種類の CDK に作用し阻害する．一方で 
INK4 ファミリーには P15，16，18，19 タンパ
クなどが存在し，CDK4，CDK6 を選択的に阻
害することで G1 期の細胞を G0 期に移し，自
己増殖を止める働きがある9）．その選択的な作
用から，抗がん剤への応用へと臨床実験が勧め
られているところである10）．CKIs の NPC の分
化に対する作用について示された報告は，Cip / 





　また，CKIs の結合する Cyclin D2 の発現が 
NPC の運命決定に重要であるという報告もあ
るが12），CKIs の中でも INK4 ファミリーについ
てはまだ報告されていない．INK4 ファミリー











認番号（ No.13 - 079 ）を受けている．マウス
は Slc: ICR を用い，CLEA より購入した胎児日
齢 13.5～17.5（ E13.5 - 17.5 ）の妊娠マウスを
使用した．また組織および細胞解析は処置後に
出生した0，5，10 日目（ P0，5，10 ）の新生
児マウスを各 6 匹ずつ用いた．
マウス胎児脳への遺伝子導入
　E13～17 の妊娠マウスを Somnopentyl®（ 40 - 
50 mg / kg，Kyoritsu seiyaku，Japan ）で腹腔内
麻酔下に，CKIs の一種である p18 遺伝子およ
びそのコントロールとしての空ベクターを子
宮内エレクトロポレーション法によって強制




めに，Cre-loxP システム（ 図１，後述 ）を導
入した．
Cre-loxP EGFP-F 遺伝子発現細胞の観察




室面側の RFP 陽性細胞中の GFP 陽性細胞を数
えて，割合を比較した．
組織学的解析
　4 % paraformaldehyde（ Merck Millipore 
USA ）によって固定した脳組織を20% sucrose
（ Nacalai tesque Japan ） に 置 換 後， ラ イ カ
振動刃ミクロトーム（ Leica Microsystems，
VT1200，Germany ）を用いてビブラトーム
切片（ 16 μm ），およびライカ高機能凍結ミ
ク ロ ト ー ム（ Leica Microsystems, CM3050S, 




とを確認するために，抗 p18 抗体として Anti-
p18 INK4c antibody（ 1: 500，Abcam，UK ）を
用いた．形質性アストロサイトのマーカーとし
て Anti-S100β antibody（ 1: 500，Abcam，UK ），
線維性アストロサイトのマーカーとして Anti-
GFAP antibody（ 1: 500，Dako，Japan ）， オ リ
ゴデンドロサイトのマーカーとして Anti-Olig2 
antibody（ 1: 100，Abcam，UK ），Anti-O4 
antibody（ 1: 100，Merck Millipore，USA ）， ニュー
ロンのマーカーとして Anti-NeuN antibody（ 1: 
500，Abcom，UK ）を用いた．2 次抗体は goat 
anti mouse Alexa 647，goat anti rabbit Alexa 647（ 1: 
500, Abcam, UK ）を用いた．細胞の核は全て 
DAPI（ 1: 1000 Molecular Probes USA ）にて染
色し解析した．染色方法は，１次抗体におい
ては Over Night（ 4℃ ），2 次抗体においては 2 
時間（ 室温 ）で反応させ，いずれも PBS で洗
浄後（ 5 分，3 回 ），封入剤として PermaFluor
（ Thermo Scientific, UK ）で封入し観察した．
　観察は，大脳皮質細胞に目的遺伝子が注入
されているかを確認するために蛍光実体顕微






ぞれ10倍（ NA = 0.40 ），20倍（ NA = 0.70 ），




（ 10 倍 ）から，遺伝子導入された細胞を含む
部位を幅 110 μm に渡って任意に選択し，その
中で皮質の厚さを均等に 5 つの区域（ Zone ）
に分け，それぞれの区域における H2B-KO1 陽
性細胞を数えた（ 図３a ，b ）．また，同じく
冠状断切片の顕微鏡写真（ 10倍 ）において，






polar ）を数えて割合を比較した（ 図７ ）．そ
の際，極性が不明確な双極性細胞及び 3 本以上
突起を伸ばす極性細胞は除外している．細胞
数の解析は，画像解析ソフト（ Image J，NIH 
Image USA 及び Volocity，PerkinElmer，USA ）
を用いて計測した．統計処理は Mann-Whitney 











LoxP 遺伝子をつけた EGFP-F 遺伝子ベクター
を作成し，同時に導入する Cre 遺伝子の量を調
節し，EGFP-F 遺伝子を発現する細胞の単位領




る場合に導入する Cre 遺伝子の DNA 量として 
0.1ng / μL，出生後 5～10 日目に観察する際は 





入ることから，KO1 陽性細胞にはほぼ全て p18 
遺伝子が入っていると考えられる．そこで，遺
伝子導入したマウスの大脳皮質において，生後 
10 日目まで p18 遺伝子の発現が維持されてい
ることを確認するために，抗 p18 抗体による免
疫染色で観察した（ 図２ ）． E13～15 のマウ
スではいずれの時期においても，遺伝子導入し










GFP / KO1 細胞を数え，最も脳室面に近い区域
に存在する割合をコントロール群と比較した




























a，b. EP をしている様子：E 13～17 の妊娠マウスの胎児脳に，CKIs の一種である p18またはコントロール（ CON ）
として空ベクター，細胞標識を行うために LoxP EGFP-F ， H2B-KO1，Cre 遺伝子を導入した．a: 妊娠マウスから子
宮を導出し，子宮壁を透過し確認した胎児の頭頂部にガラスシリンジで目的遺伝子を投与する様子を示す．b: 電極
で胎児の頭部を挟み，電流を流す（ 50 - 60V，60mA ）様子を示す．c. Cre loxP EGFP-F 遺伝子および KO1 遺伝子の
遺伝子座を示す．EGFP-F 蛋白は細胞膜に集積する．LoxP 配列で挟んだ Poly-A 配列をプロモータ（ pCAG ）配列と 
EGFP-F 配列の間に組み込んだ．KO1 蛋白は遺伝子上流に H2B 配列を組み込ませることで，細胞の核に集積させた．d. 
Cre loxP system を用いた EGFP-F 遺伝子発現の制御の模式図を示す．この遺伝子のみが取り込まれた場合には Poly-A 
配列により EGFP-F が発現されない．Cre 蛋白が働くと LoxP に挟まれた Poly-A 配列は外れ EGFP-F が発現される．
この仕組みによりエレクトロポレーションによって遺伝子を取り込んだ細胞が隣接する場合も，同時に投与する Cre 
遺伝子の量を調節することで，細胞形態の観察を容易にした．e ～ g. Cre-LoxP システムを用いた，EGFP-F 発現の調
節を示す．e. 生後 0 日目マウスにおける大脳皮質の冠状断切片の顕微鏡写真（ 弱拡大，E 17 で遺伝子導入 ）．実線
は皮質の軟膜面，点線は脳室面を示す．f, g. e における囲み部分の強拡大像を示す．f は Cre 遺伝子の濃度が 0.1 ng / 
μl であり，g は 1.0 ng / μl である．強制発現細胞同士が重なることなく形態観察が可能となる Cre の濃度は，観察す
る時期によってやや異なるものの，出生直後で 0.1 ng / μL であった．e: scale bar = 200 μm，f, g: scale bar = 20 μm．
KO1H2B



























図２　抗 p18 抗体を用いた p18 遺伝子の発現
a ～ d. コントロール群（ a，b ）及び p18 遺伝子導入群（ c， d ）における生後 10 日目マウスの大脳皮質の冠状断切片
の顕微鏡写真（ 弱拡大，E15 で遺伝子導入 ）を示す．a: KO1 , b: 抗 p18抗体．実線は皮質の軟膜面，点線は脳室面を
示す．e，f. a，b における囲み部分及び g， h. c，f における囲み部分の強拡大像を示す．e: KO1, f: 抗 p18抗体．コントロー
ル群において，遺伝子を強制発現した細胞（ 矢頭 ）は抗 p18 抗体に陰性であり，P18 強制発現群において，遺伝子
を強制発現した細胞（ 矢頭 ）は抗 p18 抗体に陽性であった．a - d: scale bar = 200 μm，e - h: scale bar = 20 μm．
ところ，コントロール群で認められた双極性
の細胞では抗 NeuN 抗体が陽性である一方で， 
p18 遺伝子導入群で認められた円形細胞は抗 
NeuN 抗体に陰性であった（ 図６ ）．
p18 遺伝子強制発現の時期による無極性細胞の
割合の変化










（ 図７ ）．特に E14, E15 においてその増加は
顕著になっていた．また，E17 にエレクトロポ


















a. p18 遺伝子導入群における生後 10 日目マウスの大脳皮質の冠状断切片の顕微鏡写真（ 弱拡大，E15 で遺伝子導
入 ）を示す．実線は皮質の軟膜面，点線は脳室面を示す．b. a において，遺伝子導入された細胞を多く含む領域を幅 
110 μm に渡って切り取り（ 囲み部分 ），軟膜側から脳室側に渡って均等に 5 つの領域に分け（ Zone1 - 5 ），それぞ
れの領域における遺伝子発現細胞を数えた．c. 遺伝子導入した妊娠日別に生後 10 日目において，遺伝子導入された
細胞が脳室面側（ Zone5 ）に分布している割合のグラフ（ 青色 : コントロール群，オレンジ色 : p18 遺伝子導入群 : 
* = p<0.05 ）を示す．E13 および E17 おいて，コントロール群と p18 遺伝子導入群にその分布に差は認めなかったが，
E14 および E15 において p18 遺伝子導入群はコントロール群よりも多くの細胞が脳室面側に留まった．a: scale bar = 





































a，b. コントロール群（ a ）及び p18 遺伝子導入群（ b ）における，生後 10 日目マウスの大脳皮質の冠状断切片の顕
微鏡写真（ 弱拡大， E15 で遺伝子導入 ）を示す．実線は皮質の軟膜面，点線は脳室面を示す．c. a における囲み部分，
及び e. b における囲み部分の強拡大像を示す．d. c における矢頭，及び f. e における矢頭の細胞の模式図を示す．コ
ントロール群では双極性の細胞がほとんどを占めている一方で，p18 遺伝子導入群では無極性の細胞が多く認められ










いずれも E15 で遺伝子導入し，生後 10 日目に大脳皮質を摘出し冠状断切片にした．抗 GFAP 抗体（ a - c ）及び抗 
S100β 抗体（ d - f ）による免疫組織学的染色をした顕微鏡写真を示す（ a，d（ 緑 ）: EGFP-F，b，e（ 紫 ）:  抗 GFAP 
抗体，c，f: Merge ）．無極性の細胞（ 矢頭 ）は抗 GFAP 抗体もしくは抗 S100β 抗体が陽性であった．一方で双極性細




















コントロール群（ a - j ）及び p18 遺伝子導入群（ k - s ）における生後 10 日目マウスの大脳皮質の顕微鏡写真を示す
（ E15 で遺伝子導入 ）．a，k. H2B-KO1，b，l. NeuN，c，m. a と c 及び k と l の Merge，d，n. EGFP-F，e，o. DAPI，f，p. a，b，d 
及び k，l，n の Merge，h-j，q-s. a-c 及び k-m の囲み部分の拡大像．コントロール群で大半を占める双極性細胞（ 矢印 ）
は抗 NeuN 抗体に陽性である一方で，p18 遺伝子導入群で多く認めた無極性細胞（ 矢頭 ）は抗 NeuN 抗体に陰性であっ














































































EP した妊娠日別の生後 0，5，10 日目において EP された細胞が無極性細胞（ non-polar ）に分化した割合のグラフ
（ 青色 : コントロール群，黄色 : p18 強制発現群 : *= p < 0.05, ** = p < 0.01,  *** = p < 0.005 ）を示す．細胞突起を 2 


























に認めているが（ 図２c ，d および図３ a ，b ），
これらの細胞は元来，より胎生後期に分化する
べき神経細胞であると我々は考えている．そ
れを裏付ける結果として，生後脳で Zone1 と 
Zone2 に存在する KO1 陽性細胞の割合を遺伝
子導入した時期別に比較したところ，その細胞
数のピークがコントロール群では E15 であっ











Tury らの報告11）によると，同じ CKIs の中でも 








































　本研究は川崎プロジェクト研究費平成 26 年度（ 大学
院研究 ）26 大 -1 「脳形成時に神経前駆細胞がグリア細
胞へ分化するメカニズムの解析－新生児脳障害の病態









NPC: Neural progenitor cell
CDK: cyclin / cyclin-dependent kinase
CKIs: Cyclin dependent kinase inhibitors
NPC: Neural progenitor cell 
IPC: Intermediate progenitor cell（ = Basal progenitor ）
CON: control 
DAPI: 4', 6-diamidino-2-phenylindole
GFP: green fluorescence protein
EGFP: enhanced green fluorescence protein
GFAP: glial fibrillary acidic protein
S100β: beta subunit nerve tissue protein S100
Olig2: Oligodendrocyte transcription factor 2
O4: Oligodendrocyte Marker O4
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Correlation between differentiation of neural progenitor cells by Cyclin 
dependent kinase inhibitor and brain development,
Tsuyoshi ISHIDA １）,   Yoichi KOSODO ２）,   Takuji TOMIMATSU １）,   Yuichiro NAKAI １）, 
Takafumi NAKAMURA １）,   Kazunori TOIDA ２）,   Koichiro SHIMOYA １）
1) Department of Obstetrics and Gynecology, 2) Department of Anatomy, Kawasaki Medical School,
 577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan
ABSTRACT   The cerebral cortex plays a central role in high-level functions such as thinking, 
perception, and cognition.  In mammals, the cerebral cortex has a six-layered structure, and 
each layer contains cells with similar functions and shapes that exchange signals from different 
regions of the brain.  Neurons and glial cells are produced by differentiation from neural 
progenitor cells（ NPC ）from the embryonic stage up to the postnatal stage.
   NPCs are differentiated into neurons at the embryonic stage, and switch into glial cells at 
birth, before the structure of the brain is mature.  Some molecules have been proposed to 
determine the cell fate of NPCs by stopping cell division and initiating differentiation.  Cyclin-
dependent kinase inhibitors（ CKIs ）are considered to be important molecular factors in this 
process.  Here we used a CKI, the p18 gene, and analyzed its effect on the formation of the 
fetal mouse brain.  For this purpose, we expressed the p18 gene in the mouse fetal brain at 
embryonic day 13 to day 17（ E13-17 ), and observed the distribution of the electroporated 
cells in the cortical tissue. Furthermore, we performed three-dimensional reconstruction of the 
individual cellular morphology by using the Cre-LoxP fluorescent protein expression system.
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control cells. The difference was particularly remarkable at E14 and E15.  Importantly, we 
observed a differentiated cell shape in electroporated cells, and found that the proportion of 
astrocyte-like cells was greatly increased in the p18 gene-expressing group compared to the 
control group.  We confirmed that these cells were indeed astrocytes with immunohistochemical 
staining.  The number of such astrocyte-like cells increased at any time of electroporation 
from E13 to E17, especially at E14 and E15. Therefore, we propose that there might be some 
mechanisms that control the switch from neurons to astrocytes at this stage of development.
   In conclusion, our study suggests that CKIs are involved in the differentiation program of 
NPCs from neurons to astrocytes.  Astrocytes are known to protect neurons from secondary 
brain damage by the expression of glutamine transporter.  Therefore, elucidating the mechanism 
of their generation is expected to have applications for the treatment of hypoxic-ischemic 
encephalopathy in the future. (Accepted on June 22, 2015)
Key words： Neurogenesis,   brain development,   p18,   astrocytes,   cyclin
